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(57) Abstract 



The invention concerns an expressible nucleic acid construct which contains only the sequence information necessary for expressing a 
gene for RNA or protein synthesis. Expression constructs of this type can be used in gene therapy and genetic vaccination and avoid many 
of the risks associated with constructs today. The invention further concerns the possibility of improving the conveying of the construct 
into cells or tissue by covalent linkage of the construct, for example to particles or peptides. 

(57) Zusammcnfassung 

Die Erfindung betrifft ein expressionsfahiges Nukleinsaurekonstrukt, welches nur die zur Expression eines Gens zur RNA- oder 
Proteinsynthese notwendige Sequenzinformation enthalt. Solche Expressionskonstrukte kdnnen in der Gentherapie und genetischen 
Vakzination eingesetzt werden und vermeiden viele mit den heutigen Konstrukten verbundenen Risiken. Ein anderer Aspekt der Erfindung 
ist die Mbgtichkeit, durch kovalente VerknUpfung des Konstruktes, z.B. mit Partikeln oder Peptiden, den Transport des Konstruktes in 
Zellen oder Gewebe zu verbessem. 
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Design-Prinzip fur die Konstruktion von 
Expressionskonstrukten 
fur die Gentherapie 



Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Design-Prinzip fur ein minima- 
les Expressionskonst.rukt , welches neben Promotor- und 
Terminationssequenzen, die zur Steuerung der Expression 
nowendig sind, keine andere genetische Information ent- 
5 halt als die zu exprimierende . Derartige minimale Expres- 
sionskonstrukte sollen fur molekularmedizinische Anwen- 
dungen eingesetzt werden, insbesondere die genetische 
Vakzination, Onkotherapie und -Prophylaxe. 

Das Design-Prinzip soil zur Konstruktion von Expressions- 
konstrukten fur die Expression von MHC-I oder MHC-II pra- 
sentierbaren Peptiden, Cytokinen oder Komponenten der Re- 
gulation des Zellzyklus, oder zur Synthese regulativer 
RNA-Molekule wie antisense-RNA, Ribozymen oder mRNA- 
editierende-RNA eingesetzt werden. Wesentlicher Bestand- 
teil der Erfindung ist es zudem, dafi das Konstrukti- 
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onsprinzip die kovalente Verknupfung des Expressionskon- 
strukts erlaubt, so zum Beispiel mit Peptiden, Proteinen, 
Kohlenhydrat- oder Glycopeptidliganden, sowie Partikeln, 
die zum ballistischen Transfer zum Einbringen der Kon- 
5 strukte in die Zellen, insbesondere der Dermis, des Mus- 
kelgewebes, des Pankreas und der Leber benutzt werden 
konnen. 

Die Erfindung soli insbesondere fur zwei eng miteinander 
verwandte Gebiete benutzt werden: somatische Gentherapie 

10 und genetische Vakzinierung . In der Immuno-Gentherapie 
onkologischer Erkrankungen beruhren sich diese Gebiete. 
Wahrend bei der "klassischen" Gentherapie fehlende oder 
fehlerhafte Gene ersetzt werden sollen, soil bei der im- 
munotherapeutischen Gentherapie das Immunsystem des Pati- 

15 enten gegen tumorspezif ische Antigene aktiviert werden. 
Beim malignem Melanom und einigen anderen Tumoren konnte 
eine Reihe von tumorspezif ischen Antigenen identif iziert 
werden, die durch cytotoxische T-Lymphocyten erkannt wer- 
den (Van den Eynde B. and Brichard V. G., Current Opinion 

20 in Immunology (1995) 7: 674-681). In den meisten Fallen 
handelt es sich urn Fragmente mutierter Proteine, die ent- 
weder fur die Tumorentwicklung und Promotion relevant 
sind (Stuber et al., Eur. J. Immunol. (1994) 24: 765- 
768) , oder urn Fragmente von Proteinen aus dem veranderten 

25 Stoffwechsel der Tumorzelle. Im Fall des Melanoms ent- 
stammen die prasentierten Peptide haufig Proteinen aus 
der Melanocyten-spezif ischen Dif f erenzierung . Fur Ansat- 
ze, die sich der Aktivierung des Immunsystems gegen sol- 
che tumorspezif ischen Antigene bedienen, sind Methoden 

30 wichtig, die genannten antigenen Epitope auch in nicht- 
Tumorzellen wie antigenprasentierenden Zellen (Makropha- 
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gen, denciritische Zellen) zu iiberexprimieren . Alternativ 
sind auch Gene, die die Expression Peptid-prasentierender 
Proteine steuern, wie CIITA oder ICSBP, von grofter Bedeu- 
tung . 

5 Laborexperimente und klinische Studien, in denen solche 
Peptide fur die Induktion oder Verstarkung einer tumor- 
spezifischen cytotoxischen Antwort eingesetzt wurden, 
konzentrieren sich auf konventionelle Vakzinationsproto- 
kolle, bei denen die jeweiligen Peptide eingesetzt wurden 

10 (Strominger J., Nature Medicine, (1995) 1: 1.179 - 
1.183). Alternativ wurden Antigen-prasentierende Zellen, 
wie dendritische Zellen, mit hohen Konzentrationen sol- 
cher Peptide inkubiert. Dadurch werden die ursprunglich 
durch den MHC-Komplex prasentierten Peptide gegen die tu- 

15 morspezif ischen Peptide ausgetauscht (Grabbe et al., Im- 
munology Today (1995) 16:117-121). 

Der Begriff der genetischen Vakzinierung ( Immunisierung) 
beschreibt die Nutzung eines experimentellen Befundes, 
der zunachst als Artefakt wissenschaf tlich umstritten 

20 war, seit kurzer Zeit aber fur eine Vielzahl von biomedi- 
zinischen Fragestellungen bestatigt werden konnte (Piatak 
et al., Science 259 (1993): 1745 - 1749). Injiziert man 
ein Expressionsplasmid fur Saugerzellen in Haut- oder 
Muskelschichten, so kommt es, wenn auch in sehr geringer 

25 Effizienz, in den Zellen dicht an der Injektionsstelle 
zur Expression des ent sprechenden Gens. Handelt es sich 
bei dem Expressionsprodukt urn ein Fremdprotein (xenogenes 
oder allogenes Protein), kommt es, wahrscheinlich im Lau- 
fe einer lokalen Entzundung, zur Aufnahme und Prasentati- 

30 on von Fragmenten des exprimierten Proteins {Oligopepti- 
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de) durch Antigen-prasent ierende Zellen (APCs) . Je nach 
lokaler Cytokin-Situation und in Abhangigkeit davon, in 
welchen Zellen das Plasmid exprimiert wird (Presentation 
uber MHC-I oder MHC-II), kommt es zur Auslosung einer Im- 
5 munreaktion auf dem T H i oder T H 2 Weg (Wang et al., Human 
Gene Therapy 6 (1995): 407 - 418), die letztlich jeweils 
zur Proliferation cytotoxischer T-Zellen oder zur Produk- 
tion loslicher Antikorper fuhren. Die Transfektion von 
dendritischen Zellen mit Expressionskonstrukten fur anti- 
10 gene Peptide ex vivo wird in diesem Zusammenhang hier 
ebenfalls als genetische Vakzinierung bezeichnet. 

Eine solche genetische Vakzinierung vermeidet die viel- 
faltigen Risiken herkommlicher Immunisierungsverf ahren . 
Es sind zahlreiche Ansatze in der Gentherapie bekannt, 

15 durch das Einbringen von Erbinf ormation in Zellen thera- 
peutische oder prophylaktische Wirkungen zu erzielen. 
Diese Ansatze sind nicht nur im Tierversuch, sondern auch 
in zahlreichen klinischen Studien an Patienten demon- 
striert worden, so beispielsweise das sog. ballistomagne- 

20 tische Vektorsystem (EP 0 686 697 A2) fur die Transfekti- 
on mit herkommlichen, plasmidbasierten Expressionskon- 
strukten. Das ballistomagnetische Vektorsystem wurde 
durch die hiesige Anmelderin/Erf inder in drei klinischen 
Phase-I/II Studien fur die Produktion Interleukin-7 (IL- 

25 1), Interleukin-12 (IL-12) oder Granulocyten-Makrophagen- 
Koloniestimulierender Faktor (GM-CSF) uberexprimierender 
Tumorzellen eingesetzt. Im Fall der Expression von IL-12 
wurden separate Expressionskonstrukte fur die Gene der 
beiden IL-12 Untereinheiten gleichzeitig ballistomagne- 

30 tisch transfiziert (Schadendorf et al., Molecular Medici- 
ne Today 2 (1996): 144-145). 
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Mit dem Fortschreiten dieser neuen Disziplin muss aller- 
dings der bisherige Methodenkatalog der Gentherapie kri- 
tisch untersucht werden. Ein wesentlicher Aspekt ist da- 
bei die auf den bisher verwendeten DNA-Konstrukten ent- 
5 haltene Sequenzinf ormation . Sollen Expressionskonstrukte 
an groften Patientenzahlen, und moglicherweise mehrmals, 
angewendet werden, so werden Sicherheitsaspekte besonders 
in immunologischer Hinsicht stark an Gewicht gewinnen. 
Die bisher angewendeten Expressionskonstrukte sind Wei- 

10 terentwicklungen eukaryoter Expressionsplasmide . Diese 
weisen zwei fundamentale Nachteile auf: Ihre Grofte, die 
einen schnellen Transport in den Zellkern behindert, und 
die . Anwesenheit von fur die eigentliche Anwendung nicht 
benotigten Sequenzen. Bisher verwendete Expressionskon- 

15 strukte tragen konstitutiv exprimierte Gene z.B. fur 
Cytostatikaresistenzen, die als Selektionsmarker fungie- 
ren, sowie ggf. Sequenzen, die zur episomalen Replikation 
in der Zielzelle notwendig sind. Die Expression dieser 
Gene stellt einen unerwunschten Hintergrund der transfi- 

20 zierten genetischen Information dar. Zudem tragen diese 
Konstrukte neben der eigentlichen Promotor-Gen- 
Terminationsstruktur, die zur Expression gebracht werden 
soil, mindestens die zur bakteriellen Replikation notwen- 
digen Sequenzen, da die Plasmide in Bakterien propagiert 

25 werden, die ebenfalls zur eigentlichen Anwendung nicht 
benotigt werden. 

Es ist of f ensichtlich, daft die bisherigen Expressionskon- 
strukte nicht nur zur Expression des eigentlich gewiinsch- 
ten Gens fiihren, sondern auch zur Biosynthese xenogener 
30 Proteine, selbst wenn deren prokaryontische Promotoren 
sehr niedrige Aktivitat in Saugerzellen aufweisen. Bei 
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langerer oder wiederholter Applikation kann davon ausge- 
gangen werden, daft die erwunschte Immunantwort durch sol- 
che kontaminierenden Genprodukte maskiert wird und signi- 
fikante immunologische Komplikationen entstehen konnen. 



5 Eine andere Problematik bei der Anwendung gentherapeuti- 
scher Methoden betrifft die Methode, mit der das zu 
transf erierende genetische Material in die Zellen hinein- 
gebracht wird. Aus Grunden der Effizienz, immunologischen 
Sicherheit und breiten Anwendbarkeit iiber viele Zelltypen 

10 ist die Methode des ballistischen Transfers bevorzugt. 
Ein wesentlicher Vorteil des ballistischen Transfers ge- 
geniiber den alternativen Transf ektionsmethoden ist, daft 
die Methode relativ leicht zwischen verschiedenen Zell- 
oder Gewebetypen iibertragbar ist. Die heute vielfach an- 

15 gewendeten Methoden zur Transfektion von eukaryoten Zel- 
len, wie Elektroporation oder Lipof ektion, haben zudem 
den entscheidenden Nachteil, daft die Behandlung die zu 
transportierende Substanz nur iiber die Plasmamembran 
bringt, die erste Barriere, die die Zelle von ihrer Um- 

20 welt abgrenzt. Es ist aber fiir die meisten in die regula- 
torischen Funktionen der Zelle eingreif enden Substanzen 
notwendig, aus dem Zytoplasma iiber die nukleare Membran 
in den Zellkern zu gelangen. Diese Membran ist biophysi- 
kalisch grundsat zlich verschieden von der Plasmamembran, 

25 und Methoden wie Elektroporation oder Lipofektion iiber- 
winden diese Barriere nicht. Der Grund, warum die genann- 
ten Methoden dennoch bei einem Teil der Zellen z.B. zur 
Expression in die Zelle eingebrachter rekombinierter Nu- 
kleinsaurekonstrukte fuhrt, ist die Tatsache, daft beim 

30 Vorgang der Zellteilung die nukleare Membran offenbar 
durchlassig wird. Dies hat zur Konsequenz, daft mit Metho- 
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den wie Elektroporation oder Lipofektion nur Zellen 
transfiziert werden konnen, die sich teilen. Fur viele 
sich langsam oder gar nicht teilende Zellarten, die im 
Rahmen moglicher gentherapeutischer Behandlungen interes- 
5 sant sind, wie Stammzellen des Immunsystems oder der Ha- 
matopoiese, Muskelzellen, Zellen exokriner oder endokri- 
ner sekretorischer Organe, oder Neuronen und ihre Be- 
gleitzellen, kommen deshalb diese Methoden nicht in Fra- 
ge. Die ebenfalls verbreitete, und in der Transfektions- 

10 effizienz sehr erfolgreiche Methode des viralen Trans- 
ports von Erbmaterial hat den groften Nachteil, die trans- 
fizierten Zellen einer moglichen cytotoxischen Reaktion 
des Wirtsorganismus auszuset zen, was sie fur gentherapeu- 
tische Ansatze nur sehr begrenzt in Frage kommen lassen 

15 durfte. 

Die Methode des ballistischen Transfers hat in der ex vi- 
vo Behandlung autologer oder allogener Patientenzellen 
Anwendung gefunden (Mahvi et . al.; Human Gene Therapy 7 
(1996) : 1535-43) . Bei der Behandlung von Zellen im Zell- 

20 verband allerdings, wie sie besonders fur die onkothera- 
peutische Behandlung solider Tumore oder der massenhaften 
Inf ektionsprophylaxe durch genetische Vakzinierung vor- 
teilhaft ware, hat der Stand der Technik Nachteile: Die 
Methode des ballistischen Transfers bedient sich auf die 

25 Mikroprojektile adsorbierter DNA. Bei Transfektion von 
Haut oder anderen Gewebeverbanden ist die Eindringtief e 
der DNA-Konstrukte niedriger als die Eindringtief e der 
Projektile. Die DNA wird bald nach dem Auftreffen auf das 
Gewebe abgestreift. Es wird also nur jeweils die oberste, 

30 oder die oberen, in Richtung der Geschoftgarbe liegenden 
Zellschichten transfiziert, obwohl die Mikroprojektile 
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z.T. viel tiefer in cias Gewebe eindringen. Beim Transfi- 
zieren von solidem Tumorgewebe (Colonkarzinom, Rectumkar- 
zinom, Nierenzellkarzinom und andere) hat man gefunden, 
daft bei geeigneter Einstellung der Parameter die Mikro- 
5 projektile eine Eindringtief e von bis zu fiinf Zellschich- 
ten in die Gewebeschnitte erreichten. Die transf izierten 
Zellen aber (sichtbar als f luoreszierende Zeilen bei 
Transfektion mit einem rekombinanten Expressionskon- 
strukt, das das Gen fur das grun f luoreszierende Protein 

10 aus Aequorea Victoria enthalt) lagen alle nur in der 
obersten, der auf tref f enden Garbe an Mikroprojektilen zu- 
gewandten Zellschicht des Gewebeschnitts . Eine festere 
Kopplung der DNA-Konstrukte an die Oberflache der Mikro- 
projektile ware wunschenswert , um das Abstreifen der zu 

15 transportierenden Substanz zu vermeiden. Erst so wird ei- 
ne Anwendung gentherapeutischer Ansatze bei soliden Tumo- 
ren realistisch, da erst die Transfektion von Tumor- 
schnitten in der Tiefe des Gewebes eine ausreichend hohe 
Anzahl behandelter Zellen ermoglicht. Gleichzeitig ist 

20 vorstellbar, daft eine Kombination verschiedener Kopp- 
lungsmethoden eine zeitlich verschobene Freisetzung meh- 
rerer genetischer Inf ormationen innerhalb der gleichen 
Zellpopulation ermoglicht. Fur diese wie zahlreiche wei- 
tere Anwendungen waren Mikropartikel , die die zu trans- 

25 portierende Substanz bis in die getroffene Zelle bringen, 
wo die Substanz dann der Zelle zur Verfugung stunde, sehr 
wunschenswert . 

Die US 5,584,807 (McCabe) beschreibt ein Instrument in 
Form einer gasdruckbetriebenen Pistole zum Einbringen von 
30 genetischem Material in biologisches Gewebe, wobei Gold- 
partikel als Tragermaterial fur die genetische Informati- 
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on verwendet werden, ohne aber auf das genetische Materi- 
al im besonderen einzugehen. Die US 5, 580, 859 und US 
5,589,466 (Feigner) beschreibt ein Verfahren zum Einbrin- 
gen von DNA in Saugerzellen im Rahmen der Gentherapie. 
5 Hierzu werden sogenannte nackte DNA-Sequenzen, die fur 
physiologisch aktive Proteine, Peptide oder Polypeptide 
kodieren und mit einera Promotor versehen sind, direkt in 
Zellen injiziert. Die DNA wird in den Zellen exprimiert 
und dient als Vakzine. 

10 Die WO 96/26270 (Rhone-Poulenc Rorer S.A.) beschreibt ein 
zirkulares, doppelstrangiges (supercoiled) DNA Molekul, 
welches eine Expressionskassette enthalt, kodierend fur 
ein Gen und gesteuert uber einen Promotor und einen Ter- 
minator. Auch dieses System wird in der Vakzinierung im 

15 Rahmen der Gentherapie eingesetzt. 

Die EP 0 686 697 A2 (Soft Gene) betrifft eine Methode zur 
Anreicherung von Zellen, die durch ballistischen Transfer 
modifiziert wurden und beschreibt den technologischen 
Hintergrund und die damit zusammenhangende Problematik 
20 und ihre bisher bekannten Losungen. Primar wird hierin 
jedoch das grundsatzliche Verfahren des ballistischen 
Transfers beschrieben. Eine geeignete Vorrichtung zur 
Durchfuhrung dieses Verfahrens ist in der EP 0 732 395 Al 
beschrieben . 

25 Bei den ballistischen Partikeln handelt es sich (EP 0 686 
697 A2) urn Goldpartikel mit einem Durchmesser von entwe- 
der 1 pm oder 1,5 pm, die in Abhangigkeit vom Zelltyp 
ausgewahlt werden. Die Goldpartikel sind mit superparama- 
gnetischen Partikeln von ungefahr 30 nm Durchmesser be- 
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schichtet. Die superparamagnetischen Partikel stellen 
gleichzeitig eine geeignete Oberflache fur die Beschich- 
tung mit Biomolekulen zur Verfugung. Die Verwendung von 
magnetischen Partikeln dient der Sortierung. 



5 Bekannt sind ferner hantelf ormige Nukleinsaurekonstrukte, 
die sich durch folgende Merkmale auszeichnen: Es handelt 
sich um kurze (10-50 Basenpaare doppelstrangige DNA) Nu- 
kleinsaurekonstrukte, die zur Strukturf orschung herge- 
stellt wurden oder als doppelstrangiges, nukleasebestan- 
10 digeres Oligomer zum Abfangen sequenzspezif ischer DNA- 
Liganden (Clusel et . al.; Nucleic Acids Res. 21 (1993): 
3405-11; Lim et. al., Nucleic Acids Res. 25 (1997): 575- 
81) 

Langere DNA-Moleklile, die zum Teil wahrend ihres Replika- 
15 tionszyklus auch als Hantel vorliegen konnen, sind aus 
der Natur als mitochondriale Genome einiger Arten be- 
kannt, so bei Wimperntierchen (ciliatae) und Hefen (Dinu- 
el et. al., Molecular and Cell Biology, 13 (1993): 2315- 
23) . Diese Molekiile sind etwa 50 kb groft und haben eine 
20 sehr komplexe genetische Struktur. Ebenfalls ist von 
Vaccinia-Virus eine geschlossen kovalente lineare Struk- 
tur bekannt. 



Peptid-Nukleinsaureverknupf ungen mit Lokalisationssequen- 
zen sind fur kurze DNA-Oligomere bekannt. Morris et. al. 
25 (Nucleic Acids Res. 25 (1997): 2730-36) beschreiben die 
Kopplung von 18-meren bis 36-meren mit einem 27 Aminosau- 
rereste enthaltenden Peptid, welches die Lokalisationsse- 
quenz aus SV40 enthalt, sowie ein fur die Fusion mit CD4- 
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positiven Zellen verantwortliches Signalpeptid aus HIV- 
gp41. 

Der Gebrauch von Peptidketten zur Uberwindung der endoso- 
malen Membran ist von mehreren Gruppen untersucht worden. 
5 So wurden die 23 N-terminalen Aminosauren von Haemagglu- 
tinin iiber nicht-kovalente Wechselwirkungen an Expressi- 
onsplasmide adsorbiert, urn diese Expressionsplasmide nach 
endosomaler Aufnahme der Komplexe in das Cytosol zu 
schleusen (Plank et . al., J. Biol. Chem. (1994) 269: 
10 12918). Die kovalente Verkniipfung von antisense- 
Desoxyoligonukleotiden mit Haemagglutinin-Peptiden wird 
von Bongartz et al. (Nuc. Acids Res. (1994) 22: 4681) be- 
schrieben. 

Ausgehend von diesem Stand der Technik ist es Aufgabe der 
15 vorliegenden Erfindung, ein Expressionskonstrukt zu ent- 
wickeln, welches lediglich die fur die Expression notwen- 
dige Information enthalt und geeignete Mittel fur den 
Transport in eine gentherapeutisch zu behandelnde Zelle 
zur Verfugung zu stellen. 

20 Gelost wird diese Aufgabe durch die Merkmale des An- 
spruchs 1 und 13. Erf indungsgemaft werden zu transportie- 
rende doppelstrangige Expressionskonstrukte aus Desoxyri- 
bonukleinsaure so modif iziert , daft die beiden antiparal- 
lelen Strange des Desoxyribonukleinsaurepolymers, welche 

25 die codierende Sequenz sowie die zu ihrer"Expression not- 
wendigen Promotor- und gegebenenf alls Terminationssequen- 
zen enthalten, von je einer Schlaufe aus einzelstrangigen 
Desoxyribonukleotiden an beiden Enden derart kovalent 
verknupft werden, daft ein durchgehend kovalent geschlos- 



WO 98/21322 



PCT/DE97/02704 



- 12 

senes Molekul entsteht. Vorzugsweise ist diese Schlaufe 
drei bis sieben Nukleotide lang. In Figur 1 ist ein er- 
f indungsgemafres Konstrukt schernatisch dargestellt. Derar- 
tige Expressionskonstrukte dienen zur Expression von MHC- 
5 I oder MHC-II prasentierbaren Peptiden, Cytokinen oder 
Komponenten der Regulation des Zellzyklus, oder zur Syn- 
these regulativer RNA-Molekiile wie antisense-RNA, Ribozy- 
men oder mRNA-editierende-RNA. Da die Nukleinsaure auf 
diese Weise kovalent geschlossen ist und keine freie OH- 
IO Enden zum Abbau zur Verfugung stellt, hat das Molekul ei- 
ne sehr viel hohere Stabilitat gegenuber intra- und in- 
terzellularen Nukleasen und damit eine langere Halbwerts- 
zeit im Korper bzw. der Zelle. Besonders schwer wiegt 
dieser Vorteil bei der Applikation in vivo. 

15 Weiterhin konnen sich erf indungsgemaft in der genannten 
Schlaufe, die die Strange miteinander verbindet, eine 
oder mehrere modifizierte Basen befinden, die chemische 
Funktionen enthalten f die die Kopplung mit einer festen 
Phase ermoglichen, vorzugsweise Amin-, Carbonsaure-, 

20 Thiol- oder Disulf idmodif ikationen . Diese werden uber be- 
kannte Syntheseschritte mit korrespondierenden Carbonsau- 
re-, Aldehyd-, Amin-, Thiol- oder anderen Funktionen oder 
direkt mit der Goldoberf lache eines Mikroprojektils zum 
ballistischen Transfer kovalent verbunden. Es ist vor- 

25 stellbar, dafi> eine Kombination verschiedener Kopplungsme- 
thoden eine zeitlich verschobene Freisetzung mehrerer ge- 
netischer Inf ormationen innerhalb der gleichen Zellpopu- 
lation ermoglicht . 

Neben dem Vorteil einer erleichterten chemischen Bindung 
30 an die Oberflache des Mikroprojektils bietet die genannte 
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Nukleinsaurekonstruktion auch einen weiteren Vorteil: Die 
heute zumeist zur Transfektion in der Gentherapie benutz- 
ten Nukleinsaurekonstrukte werden in Bakterien produziert 
und tragen, neben den im Zusammenhang mit der therapeuti- 
5 schen Anwendung relevanten Sequenzen, auch Sequenzen, die 
allein fur die Vermehrung des Nukleinsaurekonstrukts in 
den Bakterien wichtig sind. Diese Sequenzen stellen ein 
nicht bekanntes Risiko fur den zu behandelnden Patienten 
dar, da nicht bekannt ist, ob und gegebenenf alls wie sie 
10 sich im Organismus auswirken konnen. Solche Sequenzen, 
die nicht ausschlieftlich dem primaren Ziel der Transfek- 
tion in den Zielzellen dienen, lassen sich vor der Trans- 
fektion aus in Bakterien vermehrten Nukleinsauren durch 
Restriktionsendonukleaseverdau entfernen und durch kova- 
lente Bindung von kurzen, gegebenenf alls chemisch modifi- 
zierten, Endstucken aus Desoxyribonukleinsaure ersetzen. 
Ebenfalls konnen erf indungsgemaft die in die Zelle zu 
transportierenden Desoxyribonukleinsauren durch Polymera- 
se-Kettenreaktion mit chemisch modif izierten Primern her- 
gestellt werden, so daft die Produkte der Polymerase- 
Kettenreaktion die zur Bindung an das Mikroprojektil be- 
notigte chemische Modifikation enthalten. Ein Vorteil des 
erf indungsgemaften Konstruktionsprinzip gegeniiber herkomm- 
lichen Expressionsvektoren ist es daher, daft das entste- 
hende Konstrukt nur die zur Expression des Zielgens not- 
wendige Sequenz enthalt. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist, daft in der genann- 
ten Schleife aus einzelstrangigen Desoxyribonukleotiden 
an beiden Enden des Molekuls chemische Modif ikationen so 
eingefuhrt werden konnen, daft sich nicht-Nukleinsaure- 
Liganden an das Nukleinsaure-Expressionskonstrukt kova- 
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lent koppeln lassen. So lassen sich etwa Peptide, die zur 
nuklearen Lokalisation des Expressionskonstrukts fiihren, 
mit dem Konstrukt so verbinden, daft dieses auch nach Ein- 
dringen nur in das Cytosol einer Zelle von deren Translo- 
5 kationsapparat in nukleare Kompartimente gebracht wird, 
wo das Expressionskonstrukt abgelesen werden kann. Die 
oben genannten Einschrankungen fur manche Transf ektionen 
waren damit aufgehoben. Ebenfalls zuganglich ware die di- 
rekte Kopplung des Konstrukts an Peptid-, Glycopeptid- 
10 oder Kohlehydratliganden, welche das Eindringen des Kon- 
strukts liber zellspezif ische Oberf lachenrezeptoren ermog- 
lichen kbnnten. 

Insbesondere werden erf indungsgemaft zu transportierende 
doppelstrangige, ant ipar allele Express ions konstrukte aus 
15 Desoxyribonukleinsaure so modif iziert , daft sie an den En- 
den der Doppelstrange je eine Disulf idbrucke enthalten, 
die die Strange an beiden Enden uber eine am 5 1 -Ende des 
einen und am 3' -Ende des anderen Stranges kovalent gebun- 
dene Alkylgruppe miteinander verkniipft. 

20 Als Promotor fur die Transkriptionskontrolle des Expres- 
sionsplasmids eignet sich prinzipiell jede eukaryote Pro- 
motorsequenz . Besonders vorteilhaft sind kurze Promotoren 
mit hoher Transkriptionsrate, welche in einer Vielzahl 
von Zellen transkribiert werden konnen, wie z.B. der "im- 

25 mediate early promotor" aus Cytomegalovirus (CMV- 
Promotor) . Fur die Transkription von Genen, welche fur 
RNA kodieren, sind RNA-Polymerase III-abhangige Promoto- 
ren wie der 7SK-Promotor oder der U6-Promotor vorteil- 
haft. Solche Promotorsequenzen konnen in vivo die Expres- 

30 sion kurzer antisense-RNAs, von Ribozymen und artifiziel- 
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ler mRNAs bewirken. RNA-Polymerase III erzeugt weitaus 
hohere Anzahlen an Kopien von RNA als Polymerase II und 
hat - was besonders vorteilhaft ist - ein exaktes Termi- 
nationssignal. Die genannten Promotorsequenzen zeichnen 
5 sich durch ihre Kurze aus, was die entsprechenden Hantel- 
Expressionskonstrukte klein macht, was wiederum deren 
Eintritt in den Zellkern bevorteilt. 

Die Erfindung betrifft auch den Transport von Nukleinsau- 
ren in Zellen. Nukleinsauren werden in Zellen erfindungs- 

10 gemaft dadurch eingebracht, daft die Nukleinsauren an die 
Oberflache des Mikroproj ektils, das die Nukleinsauren in 
die Zellen bringt, uber Adsorption, kovalente oder ioni- 
sche Wechselwirkungen so gebunden werden, daft sie beim 
Durchtreten des Mikroprojektils durch Bindegewebe, die 

15 Zellen umgebende Flussigkeit oder Zellschichten nicht 
oder nicht vollstandig desorbiert werden, sondern an die 
Mikroprojektile gebunden bleiben, bis sie mit diesen in 
den Zielzellen zur Ruhe kommen. Dies hat den Vorteil, daft 
die Substanz dann je nach Bindungsart entweder der Zelle 

20 in gebundenem Zustand zur Verfugung steht, oder aber in 
einem, im Vergleich zur Eintrittszeit in die Zelle lang- 
sameren, Prozefr desorbiert wird und in diesem desorbier- 
ten Zustand der Zelle zur Verfugung steht. 

Grundsatzlich ist die Bindung von Thiolen oder Disulfiden 
25 an Goldoberf lachen gut untersucht und beschrieben (G. M . 
Whitesides et al., Langmuir 10 (1994): 1825-1831). Die zu 
transportierenden Nukleinsauren werden jedoch vorzugswei- 
se an Mikroprojektile aus Gold gebunden, indem die Nu- 
kleinsauren zuerst durch kovalente Modifikation mit han- 
30 delsublichen Reagenzien mit Thiol- oder Disulf idgruppen 
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ausgestattet werden, und dann liber die Thiol- oder Disul- 
fidgruppen adsorbiert, oder durch anodische Oxidation der 
Thiol- oder Disulf idf unktion unter Verwendung des Gold- 
Mikroprojektils als Anode kovalent an das Mikroprojektil 
gebunden werden. Insbesondere wird erf indungsgemaft die zu 
transportierende Substanz durch Verkniipfung liber Schwe- 
f el-Gold-Bindungen oder Disulf idbindungen an das Mikro- 
projektil gebunden. Bei Verwendung von Mikroprojektilen 
aus Gold wird die zu transportierende Substanz, wenn sie 
von sich aus keine Thiol- oder Disulf idgruppen, die bin- 
dungsfahig waren, enthalt, durch kovalente Verkniipfung 
mit Thiolgruppen oder Disulf idbriicken enthaltenen Molekii- 
len modifiziert. Sie wird dann durch Chemisorbtion an die 
Goldoberf lache des Mikropro jektils gebunden. Die entste- 
hende Gold-Schwef elbindung ist stark genug, das zu trans- 
portierende Molekul auch durch mehrere Zellschichten hin- 
durch mitzureifren. 

Da in der Zelle Moleklile vorhanden sind, die Thiolgruppen 
aufweisen, vor allem das ubiquitare Glutathion, kommt es 
in einer Gleichgewichtsreaktion der Thiolgruppen an der 
Goldoberf lache zu einer langsamen Desorbtion des chemi- 
sorbierten Molekuls von der Oberflache des Mikroprojek- 
tils. Somit steht die transportierte Substanz der Zelle 
nach der Desorbtion frei zur Verfugung. Weiterhin kann 
erf indungsgemaft bei Verwendung von Mikroprojektilen aus 
Gold das zu transportierende Molekul, das Thiol- oder Di- 
sulf idbriicken aufweist, durch anodische Oxidation der 
Thiol- oder Disulf idf unktion unter Verwendung des Gold- 
Mikroprojektils als Anode kovalent an das Mikroprojektil 
gebunden werden. 
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Erf indungsgemaft ist auch vorgesehen, daft bei Verwendung 
von Mikroprojektilen aus oxidischer Keramik, Glaskeramik 
oder Glas das zu transportierende Molekul uber Ester-, 
Amid-, Aldimin-, Ketal-, Acetal- oder Etherbindungen oder 
sonstige Funktionalitaten, die dem organischen Chemiker 
zur Bindung von Molekiilen an feste Oberflachen bekannt 
sind, gebunden werden. Die zahlreichen zur Modifikation 
von Siliciumoxidphasen zur Verftigung stehenden Silanrea- 
genzien bieten sich hier an. 

Die Erfindung dient dem Einsatz in der ex vivo Genthera- 
pie. Bevorzugt werden Interleukin-7 (IL-7) und Interleu- 
kin-12 (IL-12) Proteine oder deren Untereinheiten expri- 
miert , sowie Inter leukine, Granulocyten-Makrophagen- 
Koloniestimulierender Faktor (GM-CSF) , Oberf lachenantige- 
ne und Liganden immunkontrollierender oder 
stimulierender Lymphozytenantigene wie CD40, B7-1 und B7- 
2, Proteine des MHC-Komplexes I oder II sowie beta-2 Mi- 
kroglobulin, Inter f eron-Konsensussequenz-bindendes Prote- 
in ICSBP, CIITA, Flt3 sowie ganze Proteine oder Fragmente 
dieser von prasentierbaren Epitopen aus tumorspezif isch 
exprimierten mutierten oder nichtmutierten Proteinen wie 
Ki-RAS-Fragmente, pl6 und p53, oder bcr-abl Produkt. Be- 
vorzugt ist zum einen der Einsatz von Mikropartikeln, die 
alle mit demselben Konstrukt markiert sind, zum anderen 
aber auch Cocktails (Mischungen) aus Mikroprojektilen, 
die mit unterschiedlichen Konstrukten verkniipft sind, das 
heiftt mit Konstrukten, die fur unterschiedliche Expressi- 
onskonstrukte kodieren, oder aber auch Cocktails aus Mi- 
kroprojektilen, die jeweils mit mehreren, ggf. unter- 
schiedlichen Konstrukten verkniipft sind. 



WO 98/21322 



PCT7DE97/02704 



- 18 



Das erf indungsgemafte Desoxyribonuklinsaurekonstrukt dient 
bevorzugt auch als Impfstoff zur Behandlung von Infekti- 
onskrankheiten an Mensch und Tier, beispielsweise Malaria 
und Grippe. 

5 Weitere vorteilhafte Maftnahmen sind in den ubrigen Un- 
teranspruchen enthalten. Die Erfindung ist in den anlie- 
genden Zeichnungen dargestellt und wird nachfolgend an- 
hand von Beispielen naher beschrieben. Es zeigt: 



10 



15 



Figur 1 



eine schematische Darstellung 
des Konstruktkonzeptes, worin Fig. 
1.1 den Aufbau der kovalent ge- 
schlossenen Phosphat-Zuckerkette 
zeigt; die dargestellte Zahl an Ba- 
senpaaren entspricht nicht notwendi- 
gerweise der Lange der Konstrukte, 
sondern dient nur der prinzipiellen 
Verdeutlichung; Fig. 1.2 zeigt den 
f unktionellen Aufbau eines von meh- 
reren moglichen Expr ess ions konstruk- 



20 



ten; 



Figur 2 



zeigt den schematischen Ablauf 
der Konstruktdarstellung. 



Beispiel 1 [Synthese der Expressionskonstrukte] : 



25 Das grundlegende Konstruktionsprinzip wird in Fig. 2 
schematisch wiedergegeben und sieht wie folgt aus: 
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1.1 Synthese aus Vektor: 

Das zu exprimierende Gen, z.B. Granulozyten-Makrophagen- 
stimulierender Faktor gm-csf, wird aus cDNA mittels ge- 
eigneter Primer mittels PCR amplifiziert (Fig. 2 (1)) und 
5 in einen geeigneten Plasmidvektor rekombiniert (Fig. 2 

(2) ). Nach Sequenzierung und Bestatigung der Zielsequenz 
wird die zu exprimierende Sequenz aus dem genannten Plas- 
midvektor mittels zweier Primer (Oligodesoxynukleotide, 
welche an der 5'-Seite ihrer Sequenz Erkennungsstellen 

10 fur Restriktionsendonuleasen tragen) amplifiziert (Fig. 2 

(3) ). Das entstehende Amplif ikationsprodukt wird mit den 
genannten Endonukleasen, fiir welche eine Erkennungsse- 
quenz auf den genannten Primern vorhanden war, verdaut. 
Nach Isolierung des amplif izierten Fragments aus Agarose- 

15 gel wird dieses in ein Expressionsplasmid rekombiniert, 
welches in Bakterien vermehrbar ist, und in welchem das 
zu exprimierende Gen in der gewunschten Orientierung im 
Kontext der auf dem Expressionsplasmid befindlichen ex- 
pressionssteuernden Sequenzen angeordnet ist (Fig. 2 

20 (4)). 

Besagtes Expressionsplasmid wird in Bakterien vermehrt 
und nach bekannten Methoden isoliert. Nach Verdau mit Re- 
st riktionsendonuklea sen, deren Erkennungs sequenzen die 
Sequenz flankieren, welche das hantelf ormige Expressions- 

25 konstrukt tragen soil, werden die Restriktionsf ragmente 
durch geeignete Methoden mit Anionen- 

Austauschchromatographie getrennt voneinander isoliert 
(Fig. 2 (5)) und anschliessend mit haarnadelf ormig 
selbsthybridisierenden Oligodesoxynukleotiden (kurze, 

30 durch automatisierte chemische DNA-Synthese hergestellte 
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DNA-Molekule, die aufgrund ihrer Selbstkomplementaritat 
Stamm-Schlaufenstrukturen bilden konnen; diese Molekule 
formen spater die kovalent geschlossenen Enden der han- 
telformigen DNA-Molekule) welche einen auf den durch Re- 
5 striktionsverdau entstandenen Uberhang des Konstruktes 
passenden Uberhang ihrer Doppelstrangstruktur aufweisen, 
ligiert (Fig. 2 (6)). Nach Abtrennen der iiberschussigen 
Haarnadel-Desoxyoligonukleotide mittels Anionen- 

Austauschchromatographie liegen die die Erfindung ausma- 
10 chenden Konstrukte vor. 

1.2 Synthese aus PCR-Produkt 

Alternativ wird das Konstrukt direkt mittels Polymerase- 
Kettenreaktion vermehrt, wobei die Primeroligodesoxynu- 
kleotide an der 5'-Seite ihrer Sequenz Erkennungsstellen 

15 fur Restriktionsendonuleasen tragen (Fig. 2 (7)). Nach 
ionentausch-chromatographischem Abtrennen der Primer wird 
das entstandene Amplif ikationsprodukt mit den Endonuklea- 
sen, fur welche eine Erkennungssequenz auf den genannten 
Primern vorhanden war, verdaut. Nach erneutem Abtrennen 

20 der kleineren Restriktionsf ragmente wird das Konstrukt 
mit kurzen, haarnadelf ormig selbsthybridisierenden Oligo- 
desoxynukleotiden, welche einen auf den durch Restrikti- 
onsverdau entstandenen Uberhang des Konstruktes passenden 
Uberhang ihrer Doppelstrangstruktur aufweisen, ligiert 

25 (Fig. 2 (8)). Nach Abtrennen der uberschussigen Haarna- 
del-desoxyoligonukleotide mittels Anionen-Austausch- 
chromatographie liegen die die Erfindung ausmachenden 
Konstrukte vor. 
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Ein Expressionskonstrukt, welches aus der Sequenz fur gm- 
csf unter Kontrolle des "early immediate promoter" aus 
CMV und der Polyadenylierungssequenz aus SV40 besteht, 
wurde aus dem Plasmid mtv-gmcsf durch vollstandigen Ver- 
5 dau mit EcoRI und Hind III ausgeschnitten . Das kleinere 
Fragment (1290 bp) wurde mit Anionenaustauschchromatogra- 
phie (stat. Phase: Merck Fractogel EMD-DMAE; 25 mM 
Tris/HCl pH 8; 0-1M NaCl) isoliert und nach Konzentration 
und Entsalzung mit einem 200-fachen molaren Uberschuss an 

10 5 ' -phosphorylierten Haarnadel-Desoxyoligoribonukleotiden 
AATTCGGCCGGCCGTTTTCGGCCGGCCG und 
AGCTTGGCCGGCCGTTTTCGGCCGGCCA (TIB-Molbiol , Berlin) in An- 
wesenheit von 25 u/ml T4-DNA-Ligase uber Nacht bei Raum- 
temperatur inkubiert. Die Reaktion wurde durch Erhitzen 

15 auf 60°C gestoppt. Das mit dem Desoxyoligoribonukleotid 
ligierte Konstrukt wurde durch Anionenaustauschchromato- 
graphie von dem uberschussigen Desoxyoligoribonukleotid 
abgetrennt, durch Ethanolf allung konzentriert , in Wasser 
aufgenommen und nach bekannten Verfahren im ballistischen 

20 Transfer auf sterile primare Coloncarcinom-Zellen ange- 
wendet. 

Beispiel 2 [in vivo Expression] : 

Ballistischer Transfer von gm-csf auf K562: 

30 pi einer Suspension von Goldpartikeln (1.6 pm Durch- 
25 messer, bezogen von Bio-Rad, Hercules, CA, USA, Konzen- 
tration der Suspension: 30 mg/ml) werden auf eine Makro- 
carrier-Polymerplatte (Fa. Bio-Rad) auf pippett iert . Man 
wartet, bis sich das Gold abgesetzt hat, und zieht den 
Oberstand vorsichtig ab. Auf die benetzte Flache wird 30 
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pi einer 1+3 Mischung aus einer Suspension kolloidaler 
Magnetpartikel (mittlerer Durchmesser: 65 nm; Miltenyi 
GmbH, Bergisch-Gladbach, Deutschland; eingesetzt, wie vom 
Hersteller geliefert; Konz. unbekannt) und gmcsf- 
5 Expressions-Hantelkonstrukt (siehe Bsp. 1) pipettiert. 
Man wirbelt das abgesetzte Gold auf und laftt das Gemisch 
sich absetzen. Man zieht die iiberstehende Fliassigkeit ab 
und lalit die Goldpartikel antrocknen. Auf eine Petrischa- 
le (3,5 cm) werden 300 pi Polylysin in der Mitte aufbe- 

10 bracht, 30 min stehen gelassen und mit PBS-Medium abge- 
spult. Zwischen 100.000 und 200.000 Zellen (Erythroleuka- 
miezellinie K 562) werden in 300 pi RPMI-Medium (10% FKS) 
auf die polylysinbeschichtete Flache der Petrischale ge- 
bracht und 10 min stehen gelassen. Man uberschichtet mit 

15 2 ml RPMI-Medium (10% FKS) und laftt 1-2 h im Brutschrank 
inkubieren . 

Der ballistische Transfer wird an einer Biolistic PDS 
1000/He (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) nach Vorschrift des 
Herstellers des Apparats durchgef uhrt . Die verwendete 
20 Berstscheibe entspricht einem Sollbruchdruck von 1.100 
psi. Der Druck der Vakuumzelle betragt 508 mm Quecksil- 
bersaule (20 inches Hg) . Magnetische Separation erfolgt 
wie verof fentlicht (EP 0 732 395 Al); Erf olgskontrolle 
erfolgt durch gm-csf-ELISA. 

2 5 Beispiel 3 [Beispiel fur Herstellung eines Expressions- 
konstruktes mit nuklearer Lokalisationssequenz] : 

Ein Expressionskonstrukt, welches aus der Sequenz fur das 
grun f luoreszierende Protein EGFP (Clonetech) unter Kon- 
trolle des "early immediate promotor" aus CMV und der Po- 
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lyadenylierungssequenz aus SV40 besteht, wurde aus dem 
Plasmid mtv-egfp durch vollstandigen Verdau mit EcoRI und 
Hindlll ausgeschnitten. Das kleinere Fragment (1601 bp) 
wurde mit Anionenaustauschchromatographie (stat . Phase: 
5 Merck Fractogel EMD-DMAE; 25 mM Tris/HCl pH 8; 0-1M NaCl) 
isoliert und nach Konzentration und Entsalzung mit einem 
200-fachen molaren Uberschuss an 5 ' -phosphorylierten 
Haarnadel-Desoxyoligoribonukleotiden 

AATTCGGCCGGCCGTXTCGGCCGGCCG und 

10 AGCTTGGCCGGCCGTXTCGGCCGGCCA in Anwesenheit von 25 u/ml 
T4-DNA-Ligase uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. (X 
bezeichnet die Peptidmodif ikation: Amino-Uracil mit liber 
X-Kopplung verbundenem Peptid (TIB-Molbiol, Berlin)). Die 
Reaktion wurde durch Erhitzen auf 60°C gestoppt. Das mit 

15 dem thiolmodif izierten Desoxyoligoribonukleotid ligierte 
Konstrukt wurde durch Anionenaustauschchromatographie von 
dem uberschussigen Desoxyoligoribonukleotid abgetrennt , 
durch Ethanolf allung konzentriert und in Wasser aufgenom- 
men. 1 pg des thiolmodif izierten Konstruktes wurde mit 1 

20 mg Mikroprojektilen (Gold spharisch, raittlerer Durchmes- 
ser 1 urn, Bio-Rad, Hercules, CA) in Wasser uber Nacht bei 
Raumtemperatur inkubiert. Die Goldpartikel wurden zwei 
Mai mit Wasser gewaschen und nach bekannten Verfahren im 
ballistischen Transfer auf f estwachsende Keratinozyten 

25 angewendet. 

Beispiel 4 [Synthese der Nukleinsaure-modi f izierten Gold- 
Partikel] : 



Ein Expressionskonstrukt, welches aus der Sequenz fur gm- 
csf unter Kontrolle des "early immediate promotor n aus 
30 CMV und der Polyadenylierungssequenz aus SV40 besteht, 
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wurde aus dem Plasmid mtv-gmcsf durch vollstandigen Ver- 
dau mit EcoRI und Hindlll ausgeschnitten . Das kleinere 
Fragment (1290 bp) wurde mit Anionenaustauschchromatogra- 
phie (stat. Phase: Merck Fractogel EMD-DMAE; 25 mM 
5 Tris/HCl pH 8; 0-1M NaCl) isoliert und nach Konzentration 
und Entsalzung mit einem 200-fachen molaren Uberschuss an 
5 ' -phosphorylierten Haarnadel-Desoxyoligoribonukleotiden 
AATTCGGCCGGCCGTXTCGGCCGGCCG und 
AGCTTGGCCGGCCGTXTCGGCCGGCCA (X bezeichnet den Thiol- 

10 Modifier C6 S-S (TIB-Molbiol, Berlin)) in Anwesenheit von 
25 u/ml T4-DNA-Ligase uber Nacht bei Raumtemperatur inku- 
biert. Die Reaktion wurde durch Erhitzen auf 60°C ge- 
stoppt. Das mit dem thiolmodif izierten Desoxyoligoribonu- 
kleotid ligierte Konstrukt wurde durch Anionenaus- 

15 tauschchromatographie von dem uberschussigen thiolmodifi- 
zierten Desoxyoligoribonukleotid abgetrennt, in Wasser 
aufgenommen 1 \iq des thiolmodif izierten Konstruktes wurde 
mit 1 mg Mikroprojektilen (Gold spharisch, mittlerer 
Durchmesser 1 jam, Bio-Rad, Hercules, CA) in Wasser uber 

20 Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Die Goldpartikel wur- 
den zwei Mai mit Wasser gewaschen und im ballistischen 
Transfer auf sterile primare Coloncarcinom-Zellen ange- 
wendet (siehe Bsp. 5) . 

Beispiel 5 [Ballistischer Transfer auf solides Tumorgewe- 
25 be] : 

Steriles primares Coloncarcinomgewebe wurde chirurgisch 
entnommen und auf Eis gekuhlt. Nekrotische und Bindege- 
websteile werden, soweit mbglich, entfernt. Stucke von 
etwa 1 cm 2 Oberflache werden herausgeschnitten, in eis- 
30 kaltem PBS gewaschen und auf dem Probenhalter eines Gewe- 
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beschneiders (vibr'atome 1000 sectioning system; TPI, St. 
Louis, Missouri) mit Gewebeklebstof f fixiert. Der Tumor 
wird in 500 pm dicke Scheiben zerschnitten . Die Scheiben 
werden in eiskaltem PBS gelagert und werden so schnell 
5 wie moglich transf iziert . 30 pi einer Suspension von gm- 
csf-Expressionskonstrukt-beschichteten Goldpartikeln und 
kolloidaler Magnetpartikel (mittlerer Durchmesser: 65 nm; 
Miltenyi GmbH, Bergisch-Gladbach) werden auf eine Makro- 
carrier-Polymerplatte (Fa. Bio-Rad) aufpippettiert . Man 

10 wartet, bis sich das Gold abgesetzt hat, zieht den Uber- 
stand vorsichtig ab und laftt die Goldpartikel antrocknen. 
Der Vorgang des ballistischen Transfers ist mit dem in 
Beispiel 2 beschriebenen Vorgehen identisch. Es werden 
beide Seiten der Scheibe beschossen. Nach der Transfekti- 

15 on wird die Scheibe zwei Mai durch ein Zellsieb passiert, 
und die Zellen werden separiert wie beschrieben. 

Magnetische Separation erfolgt wie verof f entlicht (EP 0 
732 395 Al); Erf olgskontrolle erfolgt durch gm-csf-ELISA. 

Beispiel 6 [Synthese der Nukleinsaure-modif izierten Alu- 
20 minium-Partikel] : 

5 pg des Expressionskonstruktes , welches aus der Sequenz 
fur das grun f luoreszierende Protein EGFP (Clonetech) un- 
ter Kontrolle des "early immediate promotor" aus CMV und 
der Polyadenylierungssequenz aus SV40 besteht, wurde aus 

25 dem Plasmid mtv-egfp durch vollstandigen Verdau mit EcoRI 
und Hindlll ausgeschnitten . Das kleinere Fragment (1601 
bp) wurde mit Anionenaustauschchromatographie 

(stat. Phase: Merck Fractogel EMD-DMAE; 25 mM Tris/HCl pH 
8; 0-1M NaCl) isoliert und nach Konzentration und Entsal- 

30 zung mit einem 200-fachen molaren Uberschuss an 5'- 
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phosphor ylierten Haarnadel-Desoxyoligoribonukleotiden 
AATTCGGCCGGCCGTYTCGGCCGGCCG und 
AGCTTGGCCGGCCGTYTCGGCCGGCCA (Y bezeichnet das Carbonsau- 
re-modif izierte Thymidindesoxynukleotid (TIB Molbiol, 
5 Berlin) in Anwesenheit von 25 u/ml T4-DNA-Ligase uber 
Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. 

1 g Aluminiumoxidpartikel (mittlerer Durchmesser 1,0 \xm) 
wurden in einer Losung von Triethoxyaminopropylsilan in 
Toluol (2%) uber Nacht am Ruckfluft gekocht. Der Feststoff 

10 wird abfiltriert, mit Toluol, anschlieftend Ethanol gewa- 
schen, getrocknet und erneut gemahlen. 5 mg des erzeugten 
aminomodif izierten Aluminiumoxids werden in 100 ml waftri- 
gem Carbonatpuf f er (pH 8,0) mit 4 \iq des Carbonsaure- 
modif izierten Konstruktes in Anwesenheit von 50 mM 1- 

15 Ethyl-3- (3-Dimethylaminopropyl) carbodiimid und 50 mM N- 
Hydroxysuccinimid 2 h bei Raumtemperatur umgesetzt. Die 
erzeugten nukleinsauregekoppelten Mikropartikel konnen 
durch Beschleunigung auf Zellen in einer geeigneten Appa- 
ratus wie z.B. in der DE 195 10 696 und EP 0 732 395 Al 

20 beschrieben, zum Eindringen in die Zellen gebracht wer- 
den, wodurch die auf dem transportierten Plasmid enthal- 
tene Information der Zelle zuganglich gemacht wird. 
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Paten tanspriiche 

1. Desoxyribonukleinsaurekonstrukt zur Transkription von 
RNA-Molekulen, gekennzeichnet durch einen zirkularen 
Strang Desoxyribonukleinsaure mit einer teilweise zu- 
einander komplementaren, antiparallelen Basensequenz, 
so daft ein hantelf ormiges Konstrukt entsteht, 

- wobei der zueinander komplementare, antiparallele Ba- 
senabschnitt im wesentlichen aus einem Promotor, ei- 
nem kodierendem Bereich und entweder einem Poly (A) - 
Additionssignal oder einer anderen RNA- 
stabilisierenden Sequenz besteht, 

- und der nicht komplementare Basenabschnitt zwei 
Schlaufen einzelstrangiger Desoxyribonukleinsaure 
bildet, die jeweils das 5'- und 3'-Ende des komple- 
mentaren, antiparallelen Basenabschnitts kovalent 
miteinander verbinden . 

2. Desoxyribonukleinsaurekonstrukt nach Anspruch 1, da- 
durch gekennzeichnet, daft die Schlaufen aus drei bis 
sieben Nukleotiden gebildet werden, von denen eines 
oder mehrere durch eine oder mehrere alkylische Car- 
bonsaure-, Amin-, Thiol- oder Aldehydf unktionen che- 
misch modifiziert sind. 

3. Desoxyribonukleinsaurekonstrukt nach Anspruch 2, da- 
durch gekennzeichnet, daft mit den chemisch modifi- 
zierten Nukleotiden ein Peptid kovalent verknupft 
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ist, welches zum gerichteten Transport des Konstrukts 
in den Zellkern fuhrt. 

4. Desoxyribonukleinsaurekonstrukt nach Anspruch 2, da- 
durch gekennzeichnet, daft mit den chemisch modifi- 

5 zierten Nukleotiden ein Peptid kovalent verknupft 

ist, welches das Verlassen des Konstruktes aus dem 
Endosom in das Cytosol ermoglicht. 

5. Desoxyribonukleinsaurekonstrukt nach Anspruch 1, da- 
durch gekennzeichnet, daft ein 7-SK RNA-Promotor ver- 

10 wendet wird. 

6. Desoxyribonukleinsaurekonstrukt nach Anspruch 1, da- 
durch gekennzeichnet, daft ein CMV-Promotor verwendet 
wird . 

7. Desoxyribonukleinsaurekonstrukt nach wenigstens einem 
15 der Anspruche 1 bis 6, kodierend fur Interleukin-7 . 

8. Desoxyribonukleinsaurekonstrukt nach wenigstens einem 
der Anspruche 1 bis 6, kodierend fur Interleukin-12 
oder eine oder mehrere Interleukin-12-Untereinheiten. 

9. Desoxyribonukleinsaurekonstrukt nach wenigstens einem 
20 der Anspruche 1 bis 6, kodierend fur GM-CSF. 

10. Desoxyribonukleinsaurekonstrukt nach wenigstens einem 
der Anspruche 1 bis 6, kodierend fur pl6 oder p53 
Protein oder deren Fragmente. 

11. Desoxyribonukleinsaurekonstrukt nach wenigstens einem 
25 der Anspruche 1 bis 6, kodierend fur Aminosauren- 
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Fragmente aus mutierten Ki-RAS, mutiertem p53 oder 
bcr-abl Translokationsprodukt mit einer Sequenzlange 
von 10-100 Aminosauren. 

Mikroprojektil zum ballistischen Transfer von Desoxy- 
ribonukleinsaurekonstrukten in Zellen gemaft einem 
oder mehreren der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft die zu transportierende Substanz durch 
Adsorptionswechselwirkungen oder kovalente oder ioni- 
sche Bindungen derart an das Mikroprojektil gebunden 
wird, daft die zu transportierende Substanz beim 
Durchtreten des Mikroprojektils durch Bindegewebe, 
die Zellen umgebende Flussigkeit oder Zellschichten 
nicht oder nicht vollstandig desorbiert wird, sondern 
an das Mikroprojektil gebunden bleibt, bis die zu 
transportierende Substanz mit dem Mikroprojektil in 
der Zielzelle zur Ruhe kommt . 

Mikroprojektil nach Anspruch 12, dadurch gekennzeich- 
net, daft das Mikroprojektil aus einem der Materialien 
Gold, mikrokristallines Oberf lachengold, Oxidkeramik, 
Glaskeramik oder Glas besteht und die zu transportie- 
rende Nukleinsaure uber Thiol- oder Disulf idf unktion, 
Ester-, Amid-, Aldimin-, Ketal-, Acetal-, oder Ether- 
bindungen kovalent mit dem Mikroprojektil verknupft 
ist . 

Mikroprojektil nach Anspruch 12 oder 13, dadurch ge- 
kennzeichnet, daft besagtes Mikroprojektil aus einem 
elektrisch leitfahigen Material besteht und die Nu- 
kleinsaure durch elektrochemische Reaktion einer mit 
der Nukleinsaure durch kovalente Bindung verbundenen 
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Thiol- oder Disulf idf unktion unter Verwendung des Mi- 
kroprojektils als Elektrode kovalent an das Mikropro- 
jektil gebunden wird. 

15. Mikroprojektil nach Anspruch 12 bis 14, dadurch ge- 
5 kennzeichnet, daft das Mikroprojektil eine Korngrofte 

von 0,3 bis 3,0 pm aufweist. 

16. Verwendung der Desoxyribonukleinsaurekonstrukte gemaft 
einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 11 in der ex 
vivo Gentherapie. 

10 17. Verwendung der Mikroprojektile gemaft einem oder meh- 
reren der Anspruche 12 bis 15 in der ex vivo Genthe- 
rapie . 

18. Verwendung der Desoxyribonukleinsaurekonstrukte gemafl 
einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 6 als Impf- 
15 stoff zur Behandlung von Inf ektionskrankheiten an 

Mensch und Tier. 
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